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摘要 :【 目的 】 金 属 应 答 转 录 因 子 -1( metal-responsive transcription factor-1, MTF-1) 是 一 种 多 功能 转录 调控 蛋白 ,可 在 
机 体 应 对 重金 属 \ 低 氧 或 氧化 压力 环境 时 发 挥 作 用 。 本 研究 由 在 确定 中 华 称 蝗 Oxya chinensis MTF-1 基因 在 不 同 组 乡 
部 位 及 不 同 发 育 时 期 的 表达 模式 。[ 方 法 ] 基 于 中 华 称 蝗 转录 组 数据 库 , 搜 索 到 MTF-1 cDNA 片段 ,采用 RACE 方法 
克隆 获得 MTF-1 的 5' 端 和 3' 端 序列 。 利 用 不 同 生物 信息 学 软件 对 所 得 序列 进行 结构 域 预 测 、 和 氨基 酸 序列 比 对 和 进化 
树 分 析 。 根 据 该 基因 的 核 并 酸 序列 ,设计 特异 性 表达 引物 ,利用 RT-qPCR 方法 研究 其 在 中 华 稻 蝗 不 同 组 织 部 位 及 不 
同 发 育 时 期 的 表达 。[【 结果 】 克 隆 获得 中 华 称 蝗 MTF-1 cDNA 全 长 序列 ,命名 为 OcMTF-1 ( GenBank 登录 号 : 
KM017748) ,其 长 为 1 834 bp, 其 中 开放 式 阅 读 框 (ORF) 为 1 527 bp ,编码 508 个 氨基 酸 。 结 构 域 预测 发 现 , 该 序列 只 
含有 6 个 C, E, 型 锌 指 结构 ,无 其 他 激活 域 。 氮 基 酸 序列 比 对 发 现 ,OcMTF-1 N 端的 锌 指 结 构 域 与 目前 已 知 的 其 他 昆 
虫 的 MTF-1 有 很 高 的 相似 度 。0cMTF-1 在 中 华 稳 蝗 马 氏 管 中 高 表达 ,其 次 是 后 肠 和 脂肪 体 , 其 他 组 织 部 位 表达 量 相 
对 较 低 ;在 1 -5 龄 若虫 期 和 成 虫 期 均 表 达 。[【 结 论 ] 本 研究 克隆 获得 中 华 称 蝗 OcMTF-1 基因 cDNA 全 长 序列 ,其 编码 
EA N 端的 锌 指 结构 域 与 其 他 昆虫 MIF-1 序列 一 致 性 较 高 。 该 基因 在 中 华 稳 蝗 马 氏 管 中 高 表达 ;在 若虫 和 成 虫 各 发 
育 阶 段 均 有 表达 ,其 中 1 龄 若虫 期 表达 量 最 高 。 研 究 结果 为 进一步 探索 OcMTF-1 基因 的 转录 调控 机 制 提供 了 基础 资料 。 
关键 词 : 中 华 稻 蝗 ; 金属 应 答 转录 因子 -1; 基因 克隆 ; RT-qPCR; 表达 模式 
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Abstract: [ Aim] The metal-responsive transcription factor-1 ( MTF-1) is a pluripotent transcriptional 
regulator, which plays an important role in the body response to heavy metals and hypoxia or oxidative 
stress. This study aims to determine the expression profiles of MTF-1 gene in different tissues and 
developmental stages of the Chinese rice grasshopper, Oxya chinensis. [ Methods] The cDNA fragment of 
MTF-1 was obtained from the transcriptome database of O. chinensis, and its 5' and 3' sequences were 
cloned using RACE methods. The structure prediction, sequence alignment and phylogenetic analysis of 
the coding product of this gene were performed using different bioinformatics softwares. Based on the 
cloned mRNA nucleotide sequences of MTF-1, specific primers were designed to analyze its 
developmental and tissue-specific expression patterns using RT-qPCR. [Results] The full-length cDNA 
of MTF-1 from O. chinensis was cloned and named OcMTF-1 ( GenBank number; KMO017748). Its 
length is 1 834 bp, with a 1 527 bp open reading frame encoding a 508-amino acid polypeptide. It has 
six C, H,-type zinc finger regions only and no other activating domains were identified. Multiple 
alignments revealed that the zinc finger domain is conserved at the N terminus of OcCMTF-1 and MTF-1 
proteins from other species. RT-qPCR analysis showed that the expression level of OcMTF-1 was the 
highest in the Malpighian tubules, moderate in the hindgut and fat body, and the lowest in other tissues. 
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OcMTF-1 was expressed at both the 1st to 5th instar nymphal stages and adult stage. [ Conclusion] In 


this study, we cloned a full-length sequence of OcMTF-1 cDNA, and the zinc finger domain at the N 


terminus of OcMTF-1 has high sequence identity with MTF-1 proteins from other insects. OcMTF-1 was 


highest expressed in the Malpighian tubules, and expressed in all the developmental stages with the 


highest expression level in the 1st instar nymph. The results provided a foundation for further research on 


the mechanism of gene regulation of OCMTF-1. 


Key words: Oxya chinensis; metal-responsive transcription factor-1 ( MTF-1) ; gene cloning; RT-qPCR ; 


expression pattern 








生物 体内 的 金属 应 答 转 录 因 子 -1 ( metal- 
responsive transcription factor-1, MTF-1) 是 细胞 应 对 
各 种 压力 条 件 ( 尤 其 是 暴露 在 重金 属 、 低 氧 或 氧化 
压力 情况 下 ) 的 多 功能 转录 调控 蛋白 。 作 为 一 种 锌 
离子 感应 器 ,Zn 与 MTF-1 的 结合 可 促使 MTF-1 进 
和 细胞核, 激活 靶 基 因 的 表达 (Ginther et al., 
2012), MTF-1 不 仅 可 调控 金属 硫 蛋 和 白 
( metallothionein, MT ) 基因 表达 从 而 结合 金属 


























现 MTF-l 缺失 的 胎 鼠 (MTF -/ -= ) 不 仅 不 能 转录 
MT I 和 MT 基因 ,同时 编码 C- 谷 氮 栈 半 胱 所 酸 合 
成 酶 重 链 亚 单位 基因 的 转录 水 平 也 有 所 降低 ,使 得 
台 鼠 对 锅 和 和 氧 过 氧化 物 细胞 毒 作用 的 敏感 性 增加 ， 
肝 发 育 受 损 而 导致 胚胎 死亡 ,因此 认为 MTF-1 可 能 
有 助 于 调节 金属 稳 态 和 细胞 氧化 还 原状 态 。Egli 等 
(2003) 发 现 敲 除 MTF-1 的 果 蝇 对 重金 属 的 敏感 性 
显著 增强 ,其 生命 周期 也 随 之 缩短 。 此 外 ,在 昆虫 中 






































(Dalton et al., 1996) ,以 及 铜 转运 蛋白 和 和 锌 转运 蛋 
白 控制 金属 离子 的 稳 态 (Langmade et al., 2000; Egli 
et al., 2003) ,还 可 调控 谷 氨 酌 半 胱 氨 酸 合成 酶 生成 
APEH AK, Günes et al., 1998) 。MTF-1 在 进化 上 高 
度 保守 ,其 DNA 结合 区 域 由 6 个 C,H, 型 锌 指 结构 
组 成 ,可 特异 性 地 结合 基因 启动 子 区 MRE ( metal- 
responsive elements) 位 点 ;此 外 , MTF-1 还 具有 3 个 


























已 报道 了 白蚁 Zootermopsis nevadensis, 5] nl WX 
Acromyrmex echinatior FIE QA fA HN Cerapachys biroi 
的 全 基因 组 序列 (Nygaard et al., 2011; Terrapon et 
al., 2014; Oxley et al., 2014) ,其 中 包括 MTF-1 3& 
o 但 MTF-1 在 其 他 昆虫 中 的 研究 较 少 。 

中 华 稻 蝗 Oxya chinensis 广泛 分 布 于 我 国 水 稻 
种 植 区 ,是 水 稳产 区 重要 农业 害虫 之 一 。 随 着 重金 
































不 同 的 反 式 激活 区 域 ,其 富 含 酸性 氨基 酸 、 哺 氮 酸 、 
丝氨酸 / 苏 氮 酸 残 基 (Radtke et al., 1993) 。 

H 1988 年 MRE 结合 蛋白 被 鉴定 并 被 命名 为 
MTF-1 ( Westin and Schaffner, 1988) 以 来 ,人 们 已 对 
多 种 生物 的 MTF-I 进行 了 研究 。 目 前 ,已 克隆 得 到 
人 Homo sapiens , JN BR Mus musculus , £ JE f. Tilapia 
aurea KEH f Danio rerio ,ÉEf& Oncorhynchus mykiss , 
Hg Sd Drosophila melanogaster 等 物种 的 MTF-1 
基因 (Radtke et al., 1993; Brugnera et al., 1994; 
Dalton et al., 2000; Zhang et al., 2001; Cheung et 
al., 2010) , der Maur & (2000) 克隆 到 小 鼠 的 MTF- 
1 基因 ,研究 发 现 ,其 在 学 丸 中 表达 水 平 是 其 他 组 织 
的 10 倍 左右 ,推测 MTF-1 在 学 丸 中 具有 特殊 功能 。 
Ferencz 和 Hermesz ( 2008 ) 报道 了 在 鲤鱼 Cyprinus 
carpio 中 存在 mif-1. 1 和 mif-1. 2 两 种 基因 编码 
MTF-1 蛋白 ,通过 Northern 杂交 和 RT-PCR 的 方法 
RRM, mfl. 1 mRNA 在 所 有 组 织 中 均 表 达 ,在 
脑 中 表达 量 最 高 ,肾脏 和 肝脏 中 表达 量 最 低 ; 而 mt 
1. 2 的 表达 仅 能 在 脑 中 检测 到 , 冷 休克 和 Cd 胁迫 
可 影响 基因 在 转录 水 平 的 表达 。Giines 等 (1998 ) 发 





























属 污 染 农 业 生 态 系 统 ,环境 中 的 重金 属 可 通过 食物 
链 在 中 华 稻 蝗 体内 累积 ,并 对 其 生理 代谢 造成 影响 。 
本 实验 室 成 功 构 建 了 中 华 稻 蝗 转录 组 数据 库 和 数字 
基因 表达 谱 , 发 现 慢性 铺 处 理 后 中 华 稻 蝗 MTI 表达 
明显 上 调 ,是 对 照 组 的 16 倍 左 右 。 近 年 来 的 文献 表 
Hj, MTF-1 XJ MT 的 表达 起 主要 调控 作用 ( Giinther et 
al., 2012) 。 本 研究 克隆 得 到 中 华 稻 蝗 MTF-1 的 
cDNA 序列 ,分 析 了 其 分 子 特性 ,测定 了 该 基因 在 中 
华 稻 蝗 不 同 组 织 部 位 及 不 同 生 长 发 育 阶 段 的 表达 ， 
为 揭示 MTF-1 对 中 华 稻 蝗 金属 硫 和 蛋白 的 转录 调控 
机 制 提 供 了 基础 资料 。 
































1 材料 与 方法 


1.1 供 试 昆 虫 

中 华 称 蝗 : 虫 卵 采 自 太原 市 亚 源 区 ,在 人 工 气候 
箱 进 行 且 化 , 光 周 期 14L: 10D ,温度 30 s 2C ,相对 
湿度 为 60% 。 选 择 同 一 时 间 孵 化 的 知 虫 转移 至 纱 
党 中 , 饲 喂 新 鲜 小 麦 幼苗 ,提供 适当 的 光照 , 喷 水 保 


持 湿度 。 
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表 1 中 华 称 蝗 MTF-1 基因 克隆 和 表达 检测 的 引物 信息 


Table 1 Primers used for gene cloning and expression detection of MTF-1 gene in Oxya chinensis 














引物 名 称 引物 序列 (5 -37) 引物 用 途 
Primer name Primer sequences Usage of primers 
UPM CTAATACGACTCACTATAGGGCAAGCAGTGGTATCAACGCAGAGT EAI ERE 


OcMTF-IS'RACEI 
OcMTF-15'RACE2 
OcMTF-13'RACEI 
OcMTF-13'RACE2 


AGAACGCACGACCACAATCCCACTG 
TGGTCGTTCTTGGCTGTGTGTCCGC 
CAGATTCAAATGTTCAGAGCCCA 
TGTGAACAGTGGGATTGTGGTCGTG 








Gene cloning 





OcMTF-1F 
OcMTF-IR 
B-actin-F 
p-actin-R 


1.2 ”中华 稻 蝗 MTF-1 基因 的 克隆 

利用 生物 信息 学 方法 ,在 本 实验 室 已 构建 的 中 
华 称 蝗 转录 组 数据 库 中 搜索 到 MTF-1 基因 cDNA 部 
分 序列 ,进行 保守 性 分 析 后 采用 Primer premier 5.0 
软件 设计 RACE 引物 ( 表 1), 通 过 RACE-PCR 
(rapid-amplification of cDNA ends) 扩 增 获得 基因 的 
5 " 端 和 3' 端 。 具 体 步 又 如 下 :以 中 华 称 蝗 成 虫 为 材 
料 ,采用 Trizol 法 提取 总 RNA, 用 SMARTer? RACE 
cDNA Amplification Kit ( Clontech , 美国 ) 以 总 RNA 
为 模板 合成 cDNA。 以 上 述 cDNA 为 模板 , 进行 
PCR 扩 增 。PCR 反应 参数 为 :953% 1 min;95% 20 
s,55%C 20 s,72C 1 min,35 个 循环 ;72%C 5 min; 4%C 
存放 。PCR 片段 经 凝 腕 回收 试剂 盒 (OMECA , X 
) 纯 化 ,与 Zero 载体 (TransGen ,北京 ) 在 25% 连接 
10 min, 连接 产物 转化 Transl-T1 感受 态 细 胞 
( TransGen ,北京 ) , 涂 布 在 含有 Kan ( Kanamycin ) 的 
LB 平板 上 ,恒温 培养 箱 中 培养 12 ho DERA EE 
落 置 于 1 mL 含 Kan 的 LB 液 体 培养 基 中 ,37%C 150 
r/min 震荡 过 夜 , 取 200 pL 菌 液 送 样 测序 。 测 序 工 
作 由 上 海 英 滩 捷 基 生 物 技术 有 限 公 司 完 成 。 
1.3 序列 分 析 及 进化 树 构 建 

对 获得 的 cDNA 序列 进行 拼接 ,采用 ExPASy- 
Translate Tool ( http ;//web. expasy. org/translate/ ) 分 
析 其 可 能 的 开放 阅读 框 并 翻译 成 氨基 酸 。 获 得 的 氨 
基 酸 序列 通过 ExPASy 的 compute pl/Mw 工具 
( http;//web. expasy. org/compute, pi/) 预测 蛋白 的 
分 子 量 和 等 电 点 。 结 构 域 预测 采用 SMART 软件 
( http://smart. embl-heidelberg. de/)。 通 过 NCBI 
BLAST 将 cDNA 和 氨基酸 序列 与 GenBank 数据 库 
中 已 登录 的 其 他 物种 序列 进行 比较 ,采用 GeneDoc 
软件 对 OcMTF-1 与 其 他 9 种 昆虫 (内 华 达 十 白 蚊 


















































ACTGCATAGTGGCAACACCT 
GGGGCACTTGTATGGTCGTT 
CGAAGCACAGTCAAAGAGAGGTA 
GCTTCAGTCAAGAGAACAGGATG 


表达 分 析 


Expression analysis 


Z. nevadensis , AJ] WF X. A. echinatior , #6 4H ffi $X C. 
biroi Ji 27 EIK 05 E Camponotus floridanus $ R 
W& D. melanogaster Zt Musca domestica 、 桔 小 实 蝇 
Bactrocera dorsalis , Wi P %3 Sz Wẹ Ceratitis capitata, K 
红斑 蝶 Danaus plexippus) 进行 氨基 酸 序 列 比 对 。 同 
时 对 其 进行 系统 进化 树 分 析 , 利 用 ClustalW 进行 序 
列 比 对 , MEGAS 软件 分 析 其 演化 关系 , 采用 
Neighbor-joining 法 构建 系统 进化 树 ,置信 度 为 1 000 
次 ,数值 代表 bootstrap 估算 值 。 

1.4 ”中 华 稻 蝗 MTF-1 基因 在 不 同 组 织 部 位 和 发 育 





























阶段 的 表达 
1.4.1 中 华 稳 粕 不 同 组 织 部 位 cDNA 模板 制备 : 


解剖 中 华 稻 蝗 5 龄 第 6 RAAR LB LH EE. 
中 肠 、 后 肠 、 马 氏 管 和 脂肪 体 共 7 个 组 织 部 位 ,10 k 
为 一 个 生物 学 重复 , 共 设 3 个 重复 , 存 于 液 氮 中 备 
用 。 提取 总 RNA ,按照 RNAiso Plus(TaKaRa ,日 本 ) 
试剂 说 明 书 进行 操作 , DNase I( RNase Free) 纯化 所 
提取 的 RNA 经 电泳 和 NANO DROP 2000 ( Thermo, 
美国 ) 定量 检测 后 , 参照 Reverse Transcriptase M- 
MLV(TaKaRa ,日 本 ) 说 明 书 以 1.5 pg 总 RNA 为 模 
板 进行 cDNA 的 合成 。 

1.4.2. ”中华 稻 蝗 不 同 发 育 阶段 cDNA 模板 制备 : 选 
取 中 华 稳 蝗 1-5 龄 若虫 及 成 虫 第 4 天 的 整 虫 样品 ， 
3 头 为 一 个 生物 学 重复 , 共 设 3 个 重复 , 存 于 液 氮 中 
备用 。 总 RNA 提取 和 cDNA 第 一 链 的 合成 方法 参 
见 1.4.1 节 。 

1.4.3 RT-qPCR 分 析 MTF-1 基因 的 mRNA 表达 : 
根据 1.2 401.3 节 获 得 的 MTF-1 cDNA 全 长 序列 ， 
采用 Primer premier 5.0 软件 设计 表达 引物 ( 表 1)， 
B-actin 作为 内 参 基因 ,以 中 华 称 蝗 7 个 不 同 组 织 部 
位 和 6 个 不 同龄 期 的 cDNA 为 模板 进行 qPCR ,反应 











1004 昆虫 学 报 Acta. Entomologica. Sinica 


57 卷 





采用 荧光 染料 SYBR® Green Realtime PCR Master 
Mix(TOYOB0 ,日 本 ) 在 实时 定量 PCR 仪 ABI Prism 
7300(AB SCIEX ,美国 ) 中 进行 。PCR 条 件 为 :95C 
1 min;95%C 5 s,60% 31 s,40 个 循环 ;95%C 15 s, 
60C 1 min,95*C 15 s 用 于 记录 熔 解 曲线 。 用 ABI 
Prism 7300 SDS 1. 1 软件 进行 数据 记录 分 析 , 闵 值 线 
由 软件 自动 设 定 。DNA 熔 解 分 析 60 ~95C ,每 步 上 
JF VC ,以 确定 扩 增 条 带 的 特异 性 。 每 组 设 3 个 生 
物 学 重复 ,每 个 样品 2 次 技术 重复 。 
1.5 数据 处 理 

RT-qPCR 结果 采用 比较 Ct 值 相 对 定量 法 
(2 全 法 ) 计 算 MTF-1 基因 在 不 同 组 织 部 位 及 不 
同龄 期 的 相对 表达 量 。 对 于 不 同 组 织 部 位 的 分 析 ， 
以 最 低 表达 量 前 肠 数 值 作为 1 ,不 同龄 期 同样 以 最 
低 的 4 龄 数值 为 1, 其 他 样本 的 表达 量 以 相对 于 最 
低 表 达 量 的 倍数 进行 计算 。 实 验 结果 均 以 平均 值 + 
































标准 差 表 示 。 数 据 显著 性 差异 (P<0.05) 分 析 采 用 
SPSS 11.5 的 Tukey 方法 。 


2 结果 与 分 析 


2.1 HERE MTF 基因 的 克隆 及 序列 分 析 

RACE-PCR 扩 增 获得 中 华 称 蝗 MTF-1 基因 5' 
端 和 3' 端 ,对 测序 结果 进行 拼接 后 获得 全 长 序列 ， 
命名 为 OcMTF-1 ( GenBank 登录 号 :KM017748 ) 。 
OcMTF-1 cDNA 全 长 为 1 834 bp ,其 中 开放 式 阅 读 
框 (ORF) 为 1527 bp ,编码 508 个 氨基 酸 , 等 电 点 
为 6.09 ,分子 量 约 为 56.5 kDa 。5' 非 编码 区 (5”- 
UTR) 长 度 为 190 bp,3' 非 编码 区 (3'-UTR ) KEX 
117 bp。 利 用 SMART 软件 分 析 , 发现 OcMTF-1 & 
有 6 个 CH, 型 锌 指 蛋 白 结 构 域 (图 1 中 灰色 标 
记 ) 。 























AGTGATCTCTGACCTAGTC AATTAATTGTATAACAAAAGTTTC GATTTTAATG ATACGATTC ACATC AAA 70 
AGTTTATTGATACATATTTATAATTTATATCTCAGTATGTAGTAAGTTAAAATTCAGGAGTCGCAATATTAATCCGAAGCTCACTATCGATATCAAAGGGAGGGGGAGTGTCAGTTAAAC 190 
ATGGCTACATGGGCAGACGACAAGTTTGGAATGGATGATGCAGACAAATCTGATACATCGCTGGATAACATATTATTGTCTGATGACATACAGGAGTGTATCAATGATTITTGACATCCCA — 310 
NW AO HO A-ODS UE GEGEN Dole À CODE $ DOT 3.0 DÓ NO TOOL Boo$b Do o1 a CC INCID OE.D TR 
BTCATCGGCAAAGTATTTGAACAACTGCCAGTGTATACAACTTCAAAACTGTCAGATGAAAATACCCCGGAGTCCTCCACTTACCTCGACCAGTTACAATCAAACGATGAAAACGCTGGG 430 
A ICE E S E A 1 .3 Vs o- e E $E WN TP E a CST YS DLOD Q'L. D S E E E E ih 
TATATTCATCATACCATCAGCTCTGATCAAATATACATGCATATCAACCCAGGAAATTCCGGGAAAATGCCAGAGCATCCATCTCATGCTACTATAACAATAGAATCCACAGATCCTGCC 550 
时 人 
ACAAACAGAAGAGAAATTAAAAGCTATCACTGTGAATATGATGGTTGTAGCCGTACATACAGTACAGTGGGAAACCTCCGTACTCATATGAAAACTCACAAAGGAGAGTACAGATTCAAA — 670 
TNR RE IK RBENENNMUMSSSSSSS,SSSMSSSUSMSMMS X: E Y P MEN 
TGTTCAGAGCCC AGTTGTGGAAADGGCGTTCCTTACATCCTATAGTTTGAAGATACATATTCGTGTACACACAAAGATAAAACCATTTGAATGTAATCATGACGGTTGTGAAAAAGCTTTC 790 
LEONES SE Dl T K I E P HESSEN ESSI 
AATACCCTATACAGACTGAAAGCACACCAAAGACTGCATÀAGTGGCAACACCTTTAACTGTGGTAGTGAAGGCTGCCTAAAATTTTTCACCACCTTGAGTGATCTTAAGAAACATGTGCGG 910 
MT 5 o EN T NE EEEE EET NEEE 
ACACACACCCAAGAACGACCATACAAGTGCCCCCAGGATGGCTGTGGAAAGGCCTTTACAGCAAGTCACCATCTTAAAACCCACAGCCGCACTCACAGTGGAGAACGTCCATATGCATGT 1030 
TS 
BGAACAGTGGGATTGTGGTCGTGCGTTCTCCACTCCGCATAGCTTGAAGTC ACATTCTAGAACTC ATGTACAGCAACGATGGGAAATTGACTGTGGTGAAGGGAATAGGAAAGACTGTAAC 1150 
BENE) RWVE D CGE GON RKD CNE 
AACAACCAGGCCACAAACAATGAAACAAGTAGTGATCTGGTGGAAGAAATGTCTACCTCAGATGAGAATGCTCACGCAGCAAACAACGAAGCAAAAAGCTAATAACAATGAAATATCGGTC 1270 
和 
AGCAGTGACGGGCTGG AAGAATTGAACTTTCTCTTGGAGC ATGCT GGTCACAATTTGGGTCTTGATGATGCACATGCACATCATCAAGTATCATCCACTGCCGAACAACGCAGCACAGAA — 1390 
35 8D G LE E LN FLLEHAGHHNLGLDDAHAHHUQUVSSTAEQORSTE 
AÀGAGTACAAACAGGGATGAATGCCATTGCTGGTGCAATTÀGTGACAATACTGTTAGTTGTACCTGCTGCAGATCTAGCAAGGATAACTTGAATGAAAATGAAAGTCATTCATCATCADAT 1510 
RVUüTGEMNAÀIAÀAGÀISDNTNVSCTUCCRSSKDNLNENESHSSSLD 
BTCAGTCACAAAGGCTCGTGTTGTGTAATGTTATGTTTGAAAACATTTCATGAATTTCAGAAGGTTCTACAGAGTGGGTGTACAGGTGCACGAAACTCCTTGCGTGCTGCACTCTCTCTG 1630 
V SH K 63 C C V EL CLETFHEFUQüEKVLQSGCTGAÀRHESLHRAALSI,L 
CACTTGGATCCTGCTGGTGATGGTGATAGTAATTCCAGTGGTAATGGAAACAGTTGUTGTTCAACAAAGAAAACGAAATTTCAGTGAATTACTTITCTGCTGGTGATCACTTGTTTGACT 1750 
E TEOm PoÀydd160m 3—N 33-3270 Ne€40. M. 052 06, COO TL OEDOE T.C ESOE S0 UA 
BTGTGCA CAGCAGATGTAGATAACCACCATGTAACTATGTCTGGCTAGATTCCAGAGATTCTCAAAAAAAAAAAAAAAAAAAGT 1834 








Fig. 1 




















图 1 PERIE OcMTF-1 EH BR 
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The coding region nucleotide and deduced amino acid sequences of OcMTF-1 from Oxya chinensis 


星 号 为 终止 密码 子 TGA; JERR EZ TJ. Stop codon TGA is indicated by the asterisk; zinc fingers are boxed with a gray solid. 


2.2 昆虫 MTF-1l 氨基 酸 序列 同 源 性 比 对 及 进化 
树 分 析 

Blast 分 析 表 明 , OCMTF-1 与 白蚁 MTF-1 氨基 
酸 序列 一 致 性 最 高 ,为 78% ;与 切 叶 蚁 和 毕 氏 粗 
角 蚁 的 序列 一 致 性 分 别 为 63% 和 60% ,与 黑 腹 
果 量 等 其 余 昆 虫 的 序列 一 致 性 较 低 。OcMTF-I N 
端的 DNA 结合 区 域 与 其 他 物种 保守 性 很 高 ,C 端 
与 其 他 物种 的 氨基 酸 序列 一 致 性 很 低 。OcMTF-l 
与 其 他 9 种 昆虫 (内 华 达 古 白蚁 Z. nevadensis 、 切 
Fly A4，echinatior、 毕 氏 粗 角 蚁 C. biroi, 9 7 EIX 
SEN C. floridanus, FAR R W& D. melanogaster , 






































Zl M. domestica , T /]v Sc WR B. dorsalis 、 地 中 
Kia C. capitata, KARENE D. plexippus) N 端 保 
守 区 的 氮 基 酸 序列 比 对 结果 见 图 2。 结 果 表 明 ， 
OcMTF-1 与 白蚁 N 端的 氨基 酸 序列 一 致 性 最 高 ， 
为 93% ;与 黑 腹 果 蝇 N 端的 序列 一 致 性 较 低 ， 
为 81% 。 

系统 进化 树 表明 (图 3) : OcMTF-1. 与 白蚁 MTF- 
1 遗传 距离 最 近 , 属于 同一 分 文 , 与 黑 腹 果 蝇 和 家 蝇 
等 双 翅 目 昆虫 遗传 距离 较 远 ,与 鳞 翅 目的 大 红斑 蝶 
亲缘 关系 最 远 ,研究 结果 与 氮 基 酸 序列 一 致 性 比 对 
结果 一 致 。 
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任 丽 娴 等 : 中 华 稳 蝗 金属 


基因 OcMTF-1 的 分 子 特性 及 表达 分 析 
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| Fe 
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中 华 称 蝗 MTF-1 与 GenBank 中 其 他 昆虫 MTF-1 蛋白 NN 端 氨基 酸 序列 比 对 结 


Fig. 2 Alignment of the deduced N-terminal amino acid sequences of the OcMTF-1 and some 


other MTF-1 proteins deposited in GenBank 
F1 - F6; £525] Zinc fingers. MTF-1 来 源 及 GenBank 登录 号 Origin of MTF-1 proteins and their GenBank accession numbers; OcMTF-1; 中 华 稻 
JE Oxya chinensis, KM017748; ZnMTF-1: 内 华 达 十 白蚁 Zootermopsis nevadensis, KDR20780. 1; AeMTF-1; 切 叶 鹏 Acromyrmex echinatior , 


EGI62434. 1; CbMTF-1: 毕 氏 粗 角 蚁 Cerapachys biroi, EZA55793.1; CfMTF-1 : 
PA Sibi Drosophila melanogaster, CACI4279. 1; MdMTF-1; Z$% Musca domestica, XP. 005178641. 1; CcMTF-1; 地 中 海 实则 Ceratitis capitata , 























p IB 5 HN Camponotus floridanus, EFN69881. 1; DmMTF-1; 





JAB90936. 1; BdMTF-1 ; 桔 小 实则 Bactrocera dorsalis, JACA2653. 1; DpMTF-1: 大 红斑 蝶 Danaus plexippus, EHJ70408. 1. 
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3 中华 稳 凰 与 其 他 昆虫 MTF-1 氨基 酸 序列 的 系统 发 育 树 


Fig. 3 Phylogenetic tree based on amino acid sequences 
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of MTF-1 from Oxya chinensis and other insects 
标尺 示 遗 传 距离 ,MTF-1 来 源 及 GenBank 登录 号 同 图 2。The scale 


bar represents the genetic distance. Origin of MTF-1 proteins and their 





GenBank accession numbers are the same as in Fig. 2. 


2.3 OcMTF-1 在 中 华 稳 蝗 不 同 组 织 部 位 的 表达 
分 析 

设计 合成 0cMTF-1 特异 性 表达 引物 ( 表 1 ) ， 
用 RT-qPCR 方法 研究 其 在 中 华 稳 蝗 体 壁 、 前 肠 、 
盲 赛 、 中 上 肠 、 后 肠 、 马 氏 管 和 脂肪 体 的 表达 特性 。 
图 4 可 知 ,OcMTF-1 在 后 肠 、 马 氏 管 及 脂肪 体 中 表 
量 较 高 ,前 肠 中 表达 最 低 , 其 在 马 氏 管 中 的 表达 量 
前 肠 中 的 4.5 fi. 
2.4 OcMTF-1 在 中 华 称 蝗 不 同 发 育 阶段 的 表达 
分 析 

采用 RT-qPCR 技术 分 析 了 0cMTF-1 在 中 华 稳 
粕 不 同 发 育 阶 段 的 表达 特性 (图 5)。 结 果 显 示 ， 
OcMTF-1 在 各 发 育 阶 段 均 有 表达 ,以 在 工龄 若虫 和 
成 虫 期 的 表达 量 相 对 较 高 。 





$ 
EH 
H 
由 
达 
是 










































































7a 
E a 
- | 
d s. 
EE ab 
» £ 41 | ab 
AE 3 be l 
x c 
Re I 
32 c 
EM lo 2 2g 
IN FG GC MG HG MT FB 
组 织 Tissues 
4 OcMTF-1 在 中 华 称 蝗 5 龄 若虫 不 同 


组 织 部 位 的 表达 分 析 
Fig. 4  Tissue-specific expression analysis of OCMTF-1 in 
the 5th instar nymphs of Oxya chinensis 
IN: 体 辟 Integument; FG; 前 肠 Foregut; GC: Pj Ei 3€ Gastric caeca; 
MG; 中 肠 Midgut; HG; JS M Hindgut; MT; 4 [C^ Malpighian 
tubules; FB; 脂肪 体 Fat body. 每 个 处 理 3 个 重复 ,图 中 数据 为 平均 
值 上 标准 差 ; 柱 上 不 同 字母 表示 差异 显著 (已 <0.05 ,Tukey 氏 多 重 比 
较 检 验 ) ; B 


are denoted as mean + SD. Different letters above bars represent 
































5 |H]; Each treatment includes three replicates. The data 


significant difference ( P «0.05) ( Tukey' s multiple comparison test). 


The same for Fig. 5. 


3 讨论 


本 研究 通过 搜索 中 华 稳 蝗 转录 组 数据 库 及 
RACE-PCR 扩 增 方法 克隆 获得 中 华 稻 凰 MTF-1 的 
cDNA 全 长 序列 ,命名 为 OcMTF-1 ,该 基因 编码 508 个 
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龄 期 Developmental stage 
图 5  OcMTF-1 der RRMUR Le fre Ett de I T 
Fig. 5 Developmental expression patterns of 
OcMTF-1 in Oxya chinensis 
NI - N5: 分 别 为 1-5 龄 若虫 1st — 5th instar nymph, respectively; 
AD; 成 虫 Adult. 
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氨基 酸 。 根 据 Blast 和 Genedoc JF YI) EEX}, OcMTF-1 
与 白蚁 的 MTF-1 氨基 酸 序 列 一 致 性 为 78% ,与 黑 腹 
果 蝇 等 MTF-!1 的 氨基 酸 序列 一 致 性 较 低 。 

通过 构建 氨基 酸 序列 进化 树 可 以 看 出 ,OcMTF- 
1 与 白蚁 、 切 叶 蚁 等 膜 过 目 昆虫 聚 为 一 文 ,亲缘 关系 
较 近 ,与 黑 腹 果 晶 、 家 蝇 等 双 刻 目 昆 虫 遗 传 距 离 较 远 
(图 3)。 利 用 SMART 软件 发 现 OcMTF-1 N 端 含有 
6 个 CH, 型 锌 指 蛋 白 结构 域 , 组 成 DNA 结合 区 域 ， 
该 区 域 与 其 他 物种 同 源 蛋 白 的 相应 区 域 相 似 度 较 高 
(图 2)。 在 人 和 小 鼠 等 其 他 动物 中 的 研究 表明 ， 
MTF-1 的 锌 指 蛋 白 结 构 域 对 金属 调控 和 DNA. 结合 
功能 具有 至 关 重 要 的 作用 ( Andrews, 2000; Apuy et 
al., 2001) 。 锌 指 结构 域 较 高 的 相似 度 表明 MTF-1 
识别 和 结合 MREs 的 功能 是 保守 的 。 然 而 ,本 研究 
中 OcMTF-1 的 C 端 与 其 他 动物 的 相似 度 非常 低 , 其 
C 端 比 目 前 已 知 的 其 他 物种 MTF-1 大 约 少 150 ~ 
300 个 氮 基 酸 残 基 。 序 列 分 析 发 现 ,在 人 、 小 鼠 和 斑 
马 鱼 等 其 他 物种 MTF-1. 序列 上 存在 激活 区 (Radtke 
et al., 1993; Brugnera et al., 1994; Dalton et al., 
2000) ,而 在 OcMTF-1. 中 并 未 发 现 该 区 域 ( 图 1)。 
Ferencz 和 Hermesz(2009 ) 在 鲤鱼 中 得 到 了 mif-1. 1 
mRNA 的 一 个 前 切 子 MTF-1. la, 其 C 端 较 鲤 鱼 
MTF-1. 1 短 103 bp ,缺失 部 分 包含 大 部 分 酸性 区 域 
和 所 有 富 含有 睛 氨 酸 、 丝 氮 酸 / 苏 氮 酸 的 反 式 激活 区 。 
Cheung 等 (2010 ) 在 罗 非 鱼 中 发 现 一 种 MTF-1S ,其 
仅 含 有 5 个 锌 指 结构 ;第 6 个 锌 指 和 反 式 激活 结构 
域 缺失 。 在 昆虫 中 , 除 果 晶 外 ,尚未 有 与 MTF-1 相 
关 的 文献 报道 。 本 研究 分 别 通 过 白蚁 、 切 叶 蚁 和 毕 
氏 粗 角 蚁 的 全 基因 组 获得 MTF-l 基因 序列 ,分 析 发 










































































现 其 含有 锌 指 蛋 白 结构 域 ,未 发 现 激活 域 ,这 与 中 华 
FANE OcMTF-1 的 结果 相似 。 

在 应 对 细胞 压力 ,尤其 是 应 对 重金 属 和 氧化 压 
力 时 ,MTF-1 起 着 关键 作用 (der Maur et al., 2000) 。 
已 有 人 研究 表明 ,MTF-1 作为 一 种 细胞 内 金属 感应 器 ， 
重金 属 胁迫 可 调节 转录 因子 MTF-1 的 表达 ,再 由 
MTF-1 进一步 调节 MT 基因 的 表达 ,MT 蛋白 与 重金 
属 结合 从 而 起 到 缓解 重金 属 毒性 效应 的 作用 
( Ahearn et al., 2004)。 此 外 ,MTF-1 具有 组 织 部 位 
表达 特异 性 ,如 在 小 鼠 中 ,M7F-1 在 所 有 组 织 中 均 有 
表达 ,其 中 学 丸 组 织 表 达 量 最 高 (der Maur et al., 
2000)。 对 斑马 鱼 的 研究 发 现 , MTF-1 在 脑 中 表达 
量 最 高 (0'Shields et al., 2014)。 本 研究 结果 显示 ， 
OcMTF-1 在 中 华 称 蝗 各 组 织 部 位 均 有 表达 ,特别 是 
在 后 肠 、 马 氏 管 和 脂肪 体 中 表达 量 较 高 , 体 壁 中 的 表 
达 量 次 之 。 中 华 稻 蝗 脂肪 体 具 有 能 量 代 谢 、 排 泄 和 
解毒 等 生理 功能 ; 马 氏 管 位 于 虫 体 中 、 后 肠 交 界 处 ， 
是 昆虫 的 主要 排泄 器 官 ,可 收集 体腔 中 的 代谢 废物 ， 
废物 再 通过 后 肠 排出 体外 。0OcMTF-1 在 后 肠 、 马 氏 
管 和 脂肪 体 中 的 高 表达 很 可 能 与 MT 的 解毒 功能 相 
X. OcMTF-1 在 中 华 稻 蝗 1 -5 龄 徊 虫 和 成 虫 期 均 
有 表达 ,在 1 龄 知 虫 期 表达 量 较 高 。 究 其 因 , 可 能 
MTF-1 作为 一 种 细胞 应 对 各 种 压力 条 件 下 的 多 功能 
转录 调控 者 ,贯穿 于 中 华 稻 蝗 的 整个 生命 过 程 ;其 中 
1 龄 知 虫 中 的 高 表达 可 能 由 于 该 龄 期 为 由 卵 初 脚 化 
为 若虫 阶段 ,为 应 对 外 界 环境 条 件 的 压力 ,在 此 阶段 
需要 有 大 量 MIF-1 基因 的 表达 。 本 研究 对 中 华 稳 
f OcMTF-1 的 分 子 特 性 和 时 空 表达 模式 进行 了 分 
析 ,其 功能 和 调控 机 制 还 有 待 于 深入 研究 。 
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